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O nmoaalnyv M MpoToOKOJI UCTPakUBalba

Ha3zus IlpojexTa :

NCTIMTUBAKBE MEXAHU3MA HUTOTOKCUYHOCTU KOMIUIEKCA 3JIATA, TUDIATUHE 1
PYTEHUJYMA HA HQEJIIMJAMA XPOHUYHE JIMM®OLMWTHE JIEYKEMUIE U IN VIVO
E®EKATA HA MUILIJEM MOJEJY XPOHUYHE JINMM®OUUTHE JIEYKEMUIJE.

KibyuHe peuu :

B-CLL, xommiekcu 3mata, mnatuHe W pyrenujyma, BALB/C mumesu, MEC-2 u BCL1 henujcke
TUHH]E.

IIpeamer, cagp:kaj u UMb HCTPAKUBAA

Caskerak

Jleyewe TyMoOpa LUCIUIATHHOM j€ TIOBE3aHO ca OPOjHUM HEXeJbeHUM e()eKTHMa U PETaTUBHO
Op3uM pa3BojeM pe3ucTeHuuje. 300r Tora Cy CTaJIHO aKTyelHa HCTpaKMBamkba HOBHX KOMILIEKCA
TENIKUX MeTana Koja OM MMasia ClIMYaH TepaneyTcKh edekar Kao IMCIUIaTHHA a Mambe HeXeJbEHUX
JiejcTaBa U CJIa0uju pa3Boj pe3ucTeHIyje. Pe3ncreniyja Ha UCIIATHHY MOXe Jia Oy1e IPUPOIHA HITH
CTeYeHa U YIJIaBHOM je IoBe3aHa ca mpoMeHama p53 Moliekyia, mosehameM eKCrpecHje MojeKya ca
THOJ Tpynama (METHJIOTHOHEWH, TITyTaTHOH) KOjHU MHAKTUBHUPAjy IHCIUIATHHY, BehoM ekcrpecujoM
MoJiekyia ykibydeHux y mnomnpasky DNA (ERCCI1). Tokcn4HOCT UMCIUIATHHE j€ YIJIaBHOM MOBE3aHa
ca BEJIMKOM IPOJIYKIIHjOM CIIOO0HHX pajuKaia y hieaujama n3ioKeHUM HUCIUIATHHHY.

B xponnuna numdonutna neykemuja (B-CLL) je najuemha neykemuja oxpaciux ocoOa.
CwMmarpa ce 1a je oBa 0ojiecT HeM3JIeuuBa jep je cBaka Tepanuja npaheHa ersanepOanujom. JaBsba ce
pe3uCTeHIMja TYMOPCKHX henuja Ha JI0 cajia CBaku MPUMEHUBAHU XEMUOTEPAIICYTHK.

OBO wWCTpaxuBame WMa 3a [WJb Ja WCIHTA IUTOTOKCHYHOCT HOBHUX KOMIDIEKCa 3JIaTa,
IUTaTUHE U pyTeHrjyMa Ha napeHTepanauM CLL henujckum nuaujama MEC-2 nu BCL1 u nunujama ca
Pa3BUjEeHOM PE3UCTEHIINjOM Ha UCILIATHHY (JOOMjeHUM O] ApEeHTEePATHHUX JIHHUja). YKOIUKO HEKH
KOMILIEKCH TIOKa)Xy 3HATHY IIUTOTOKCHYHOCT M Ha JIMHWjaMa PE3UCTCHTHUM Ha IMCIUIATHHY, IHJb je
Jla ce JeTaJbHUje MCIUTa MEXaHW3aM JIejCTBa KOMIUIEKCA M Jla C€ YTBPAE Pa3jIMKe Y MEXaHH3MY
n3azuBama cMpTH hienuja y oJHocy Ha nucrmiatuHy. Ha anumanaom moneny 3a CLL mposepuhe ce
KOjU KOMIUIEKCH M3a3UBajy CMPT TYMOpPCKHX henuja u in vivo 1 Koju OM KOMIUIEKC MOTao Jajke J1a ce
WCIHTA Kao TOTCHLUjaJTHH TepaneyTuK.

nb ncTpaxnBama

Jla ce mcnmTajy MEXaHM3MH KOjUMa KOMIUICKCH 3j1aTa, IJaTHHE W PYTCHHjyMa H3a3HUBajy
cMpt henuja xponnune numdonutHe neykemuje (hemmjcke muanje MEC-2 u BCL1).
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Ja ce yTBpam Oa TM OBM KOMIUIEKCH N€yjy HUTOTOKCHYHO Ha henuje pe3nCTeHTHE Ha
JICjCTBO IUCILIATHHE.

Ja ce mcrmTa 1ejCcTBO KOMITIEKCA in Vivo Ha aHUMAaTHOM MOJENY XPOHUYHE TUM(OIMTHE
neykemuje nzazpHe koJ BALB/c mummeBa narpaBenckoM amukanujom BCL1 henujcke nuHmje.

AKTYeJHOCT HCTPAKMBaba

HucnnatrHa, HEyTpaIHU HEOPTaHCKH KOMILIEKC, KOPHCTH CE 3a JICUCHE M0jeITUHUX TyMOpa,
anyd je TpUMEeHa OBOT JIeKa TOBE3aHa ca PelaTHBHO Op3WM pa3BojeM pesucTeHndje. llucrmatuHa
nponasu henmjcky memOpany, y hemmju ce aktuBupa W ocTBapyje uHTepakuujy ca DNA u ca
nporenHuma. Omreheny DNA mperno3Hajy NMpoTeMHU KOjH C€ aKTHBUPAjy M MOTY CHUMYJITaHO Ja
MHIYKY]y Pa3IH4YUTe NMPO- U aHTH- alloNTOTCKe ImyTeBe. Ol peaTUBHOT WHTEH3UTETA H/WIIN TyKUHE
CBaKor OJf OBMX CUTHaJIa KOjH C€ HHCXOAHO YKpIITajy 3aBUCH KOHauHa cynowmHa hemmje (1,2).
Mexann3mu nmonpaBke DNA moBe3anu cy ca akTHBAIMjOM KOHTPOJHHX Tadaka henrjckor mukiryca u
MIPOIIECOM aroITo3€e, a CBa TPH Ipolleca nosesyje pS3 mporeud (2,3). LlucrumatnHa n3a3uBa mocpenHy
aKTHBaLKjy p53 MoJyekyla, TeK Mmocje Hu3a yexoauux norahaja. Axrusmupajy ce ATM/ATR u MAPK
(ERK, JINK, p35) kuHaze koje karanm3yjy dochopunanmjy p53 Monekyma, KOju H3a3uBa
TpaHcioKalujy Bax u3 nurocona y Mutoxonapuje, ociodaha ce Cyt ¢, akTuBUpajy ce Kacmaze 9 u 3 u
pesynrar je amonTo3a (4,5). LlucrutatmHa, Takohe Moke Ja HWHIYKYje allonTo3y aKTHBAIIHAjOM
Fas/FasL. u kacmaze-§, ca mnm 6e3 momohm p53 (6). AxruBamumja MAPK knnaza moxe na
aHTaroHMW3yje aromnTo3y IITO CBE 3aBUCH O TuIla henuje, BenuuuHe omrehema DNA u curnana us
eKCTpaleylapHe cpefuHe. AKTHUBHpaHH pS3 Mosekyn nenyje Ha p21 m mpoxnyxkaBa ce G2/M
KOHTpOJIHA Tauka henujckor 1ukinyca kana je moryha nonpaska DNA. Ca apyre ctpane ako henuja
npenyro ocrane y G2 dasu henujckor nukinyca moryha je cMpt hienuja mexanusmom aytodaruje (8).
Cdkl-cyclin B komiuiekc mma kibydHy yiory y mpenady G2 y M ¢a3y henujckor mukiyca.
Roscovitine unaktuupa Cdkl1-cyclin B kommieke u uzazuBa G2 arrest hemujckor 1ukiyca u cMpT
hemuja ayrodarujom (7). Pesuctennuja Hekux henuja Ha HHCIDIATHHY MOXe, U3Mely ocraior, aa
Oyae mociemuia u3paxkeHe penapamuje DNA, muchynkuuje p53, mosehane ekcrpecuje bel-2
Monekyia. [Ipema Tome, YKOJIMKO MOTEHIMjaIHU JieK y henmujama Moxe Ja mojada ayrodarujy, wiu
JOMHMHATHO aKTHBHpa D53 HE3aBUCHE IIyTeBE aronTo3e, MOrao OW Ja TOKaXe 3HAaTHY
IMUTOTOKCUYHOCT ¥ y hienrjaMa pe3ucTeHTHUM Ha JISjCTBO IUCIUIATHHE.

Xponnuna B numdountHa neykemuja, CLL-B je Hajuemrha xpoHHYHa JeyKeMuja onpaciux
y 3emsbama Eppone u CeBepHe Amepuke. Kapakrepuiiie ce akymyiaigjoM Ha H3rjea 3peiux B
mamponura (IgM, IgD, CD23, CD19, CD20, CDS5) y kpBu, TMM(HUM YBOPOBHMA, KOCTHO] CPIXKH,
mTo je mnpahieHO JIEYKOILMTO30M, JuMbaJCHONATHjOM, XEMaTOCIUICHOMEraJujoM AUCHYHKIINjOM
KOCTHE Cp)KH, PEKYypeHTHHM HH(]eKIujamMa U 4decto ayTomMyHCKuM mopemehajuma (16 peBujcku
npuka3). Oxko 80% CLL je ympykeHo ca KapaKTEpUCTHYHHM XPOMO30MCKHM abepanmjama (13ql4
koju caapke 2 miRNA mir-15a mirl6-1; 11923 koju kogupa ATM; 17p13koju koxupa pS53. Takohe
MPUCYTHE Cy eNMuUreHercke mpomene: xunomerwianuja BCL-2; metunanuja npomoropa 3a DAPKI,
MOJIEKyJIa KOjM Yy Ciyd4ajy crpeca henuje, HemocTtaTka (akTopa pacTa H3a3WBa amonTo3y WM
aytoarujy y 3aBUCHOCTH 01 henrje u okpyxkema (9).
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Caaka Tepamnujcka mepa CLL mpahena je pa3Bojem pesucrenimje. Pesucrennuja CLL henmja
je 3a caaa HajOoJbE TIOBE3aHA ca JIeICIHjoM WK abepanujoM pS3, MalMjeHTH KOjU UMajy MyTaluje y
OBOM TeHY Cy PE3WCTEeHTHH Ha Tepanujy u uMajy nomry mporHo3y(10). Pesucrenimju nonpruHocu u
LeTyIapHO MHKpPOOKpy)eme, CLL henuje mo w3omamwju U3 mamyjeHTa Bpio Op30 yiasze y armonTosy.
CLL wunteppearyjy ca henujama u comyOmiHuM Qaktopuma y JUM(GHOM YBOpY M TakKo A00Hjajy
npoiudepaTHBHE U aHTHAMIONTOTOYHE curHale. [lokasano je ma je uaTepakuuja CD40:CD40L mopex
curHana ca BCR-a Baxna 3a mponudepaunjy CLL henuja. 2 In vitro ce passuja 100 myra jaua
pesucrennmja Ha Bcl-2 unxubutope ako ce CLL henuje kyntuBumy ca henujama xoje HMUTHPajy
FbUXO0BO MIPUPOTHO MUKPOOKpYykeme (11, 12).

IIpeaMeT U ONMC UCTPAKUBAILA,
3ajanu, METO0JI0THja, 04eKHBAHH Pe3yJITATH:

Hcnutupahe ce ehekTn KOMIUIEKCa TUIATHHE, 3J1aTa U PYTCHH]jyMa.
Kao xonTtpona 3a HaBeneHe cyrncranie kopuctuhe ce mucruatuaa [PtCI2(NH3)2].

JoOujame nHHWjEe pPe3UCTEHTHE Ha LUCIUIaTHHY: mapeHtepanHe nuauje B16F1, MEC-2 u
BCL1 ce xyntuBumy y pactyhuM KoHIeHTparwjama nuctuiatude ox 20 nM go 1 pM kpo3 15 macaxa.
OnpxaBambe PE3UCTCHIU]jE C€ IMOCTH)KE KOHTHHYMPAHUM KyJITHBHCameM y mpucycytBy 0.9 uM
nucimaTuae (14).

Ucnurusame Bujabminocty henuja tperupanux xomruiekcumMa MTT TecToM U KIIOHOT€HUM
TECTOM.

KBamuratuBHO ncnuTHBame THa henmjcke cMpTr (BIyopeciieHTHOM MHKpOCKomjoM henuja
00jeHUX aKpHIMH OPAHKOM U eTuarjym opomuom DNA laddering-om.

KBanTuratuBHO HcnuTHBame HEKpoTUuHE cMpT LDH TecTom.

Jloka3uBame amonToTCKe CMpPTH WHKyOaiujom henvja ca HMaHMHXHMOMTOPOM Kacrasza Ipe
M3anarama HCIUTHBAHUM CYIICTaHIlaMa U ojpehuBameM nporeHTa Bujadbmwinux henmuja MTT tectom
u moepehemeM ca TPOIEHTOM BHjaOMIHHMX henuja Koje HHcy Ouiie TpeTHpaHe WHXHOUTOpHMa
Kacmasa.

HcnuTrBame JOMUHATHOT IIyTa MUHAYKIIMjE arlonTo3e: HHKyOaluja henrja ca MHXUOUTOpHUMa
Kacrnasze 8 1 9 npe uziarama UCIIMTUBAHUM KOMIUIEKCUMa; oipehrBame npoleHTa BujaduiHux hennja
MTT TtectoMm u nopeleme ca mporeHToM BHjaOHITHUX hellija TpeTHpaHUX caMoO KOMILIEKCHMA.

KBaHTHTaTHBHO WCIUTHBambe arnontorcke cMptu hemmja flow mmromerpujckom anammzom
Tpetupanux henuja 6ojerrx AnNNexin-om V u MPOIHIMjyM jOAUIOM.

V1BphuBame mnocrojama ayrodaruje Kao JOMUHAHTHOr Tuma hemujckor ymmpama flow
IUTOMETPH]jCKOM aHAITM30M TpeTHpaHuX hemnrja 00jeHUX aKpUIUH OPAHIKOM.

JlokasuBame ma ayrodaruja mMma yrturaja y hemmjckoj cMpTu: KynrtuBamuja hemwja ca
crerudpuuHIM HHXHOUTOpUMa ayTodaruje GapunomunuHoM A (nHxu6uTOp Bakyonapue H® ATP-aze
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n Omokmpa ¢ys3mja ayrodarozomMa W IM3030Ma) 3-METHJIAJCHWHOM (MHXHOWUTOP CEKBECTpaIHje
aytoarte Be3WKyje HHXHOMIHjOM (ochaTHIUITUHOZUTON-3 KWHA3e) Mpe U3Iaramba KOMIUIEKCUMA U
onpehuBamem BujabmIHOCTH henmja.

Ananuza henmjckor mnmkinyca y tperupanum henmjama flow mmromerpujom Hakon Gojema
MIPOTTUAN]j YM jOTUIOM

Western blot ananusa excripecuje cienehux nporenHa y au3atuma TpeTHpaHux hemuja: p53,
dbochopunucanu p53, Bel-2, ATM/ATR, ERK, JNK, p35, ERCC1, GSH.

. 2 .
HcnutuBame mnpoaykiuje cinodboauux pamukaia (O°- u H,0,) y hemujama wu3naraHum
KOMILJICKCHMA.

In vivo ucriutuBame:

Ha Ou ce ucmuTano na M MOCTOjH Kopedanuja u3mely pesynrtara AoOUjeHHX Y KyIATYpH
hemuja n edekarta y KMBOM cHUCTeMy H Ja OW ce McnuTao edhekaT MHKPOOKpPYKemha Ha WHIAYKIH]Y
aronTo3¢ UCIHMTUBAHUM KOMIUIEKCHMA ypaauhie ce in vivo UCIIUTHBamke Ha aHUMAaJHOM MOJETy 3a
XpoHWYHY JuMQoIHTHY Jeykemujy. Kao anumanau mogen xopuctuhemo BALB/c mumieBe kojuma he
ce mHTpaBeHcku amwmrkoBatd BCL1 henwjcka nmuaMja (Tumdoma/neykemmja)

Excriepumenranae xxuBotume: 130 BALB/c mumesa.

Wupykmja Tymopa: nuntpaBencka arukanuja 106 no 107 BCL1 henuja BALB/c mumesuma
crapoctu 6-10 Hexespa. On 10. nana exciepuMeHTa MuiieBuMa he ce Ha 3 gaHa y3umata nepudepHa
BEHCKa KpB 32 omyipehuBame Opoja mononykiepa. Kaga 6poj iumdoriura npehe 5x106/ml mumiesu he
OuTH mojieJbeHn y 12 excriepuMeHTaIHUX Ipyma Koje he mpuMUTH UCTIMTHBaHE KOMIUIEKCE CYOKYTaHO
on 15. nana exciepuMeHTa 3 MMyTa HelleJbHO M 2 KOHTPOJIHE IpyIie o1 Kojux he jeaHa rpymna aa npuma
LUCIUIATUHY (MHTPABEHCKH), a Apyra Gu3nojomku pacteop. Jlo3e komiuiekca koje hie ce KOopucTuTH
3a in vivo mpuMeHy u3pauyHahie ce Ha OCHOBY in vitro McnuTHBama nuToTokcnyHoctH Ha BCLI
henujckoj TMHU)H.

[Ipatuhe ce mpexuBaskaBame 1O Tpymama. MumeBn he ce kprBoBatu 60. mnaHa
eKCIIepUMEeHTa (MJIM paHHje aKo Cy MPUCYTHU 3HAIM NaTHE, CMamkbeHa TTOKPETIHUBOCT WIIM U3MEHHCHO
MTOHAIIIAbE).

Onpenuhie ce u Opoj aumdoruTa y nepudepHoj KpBH U3IBOJCHO] 110 )KPTBOBAKY.
XUCTOJIONIKA aHAJINA3A!

Hakon xpTBOBama MuieBnMa he ce M3BaIUTH jeTpa, CIe3UHa, JUM(GHU YBOPOBH U KOCTHA
cpx of kojux he ce mpaBuTH MapaUHCKU vcedny U 00juTH XeMaTokcuiuH/eo3unom. Onpehusalie ce
npucycTBO M Opoj ManmurHux henuja y ucednuma u ynopehuBahe ce Opoj mamuraux henmja mo
rpynama (Kruskal Wallis Tect SPSS).

Iporiena amonro3e in Vivo:

TUNEL assay 3a geTexIyjy armonTo3e y TKUBHUM HCEUIIIMA.
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3Havaj ucTpakuBama

C o03upoM ja je XpoHUYHA JIMM(OIMTHA JIEyKEMHja HEU3JICUMBO 000JbEH-C U J1a je CBaka
Tepanujcka Mepa mnpalieHa Npe WM KacHWje MO0jaBOM PE3UCTEHIMje, MOCTOjH cTaiHa morpeba 3a
HaJAKEHEeM HOBHX TepaneyTcKux Mepa. lcnuTuBameM HOBOCHHTETHCAHMX KOMIUICKCA Ha
AQHUMAaJIHOM MOJENTy XpPOHHYHE JTHMM(OLUTHE JCyKeMHje MOXKE Jla Ce YTBPAM Ja JIM HEKH O]
KOMIUTEKCa YyTHYe Ha TOK OOJIECTH KOJ MHIIIeBa. TakaB KOMIUIEKC O MOTao Jajke Ja ce MCIUTYje Kao
MTOTEHIINj ATHA TeparneyTUK (IpUMapHU WIH JOJATHHN) 32 JIeUeHE XPOHUIHE JTUM(OITUTHE JIEyKeMHU]e.

BpeMeHCKH OKBHP

HctpaxxuBame he ce cipoBecTH y eproLy ofl IBE TOIUHE.
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PykoBoaunan npojexra:

[Ipod. np Hebojmra ApcenujeBuh

I'naBHu HCTPpaKuBav:

[Ipod. np HeGojma ApcenujeBuh

AHrasxoBaHu HCTPa)KUBaAvYU:

[Ipod. mp Muoapar Jlykuh

Mapwuja MusnoBanoBuh, capaTHuK

Cy3ana [ToroBuh, ucTpakxuBau capaaHuK

Bnanucnas Bonapesuh, capamgauk



